














ESTABLISHMENT OF QUANTITATIVE METHOD TO COUNT PHYTOPLASMA CELLS 








Phytoplasmas are plant-pathogenic bacteria that exhibit harmful effects to many plants. Even 
though phytoplasmas have devastating effects on the yields of crops and plants, a control method 
for phytoplasma diseases is not established yet. In this study, I tried to find an agrochemical 
compound to inhibit the growth of phytoplasmas. For this purpose, I developed an experimented 
method to quantify phytoplasma cells by using real-time PCR. In addition, I established an 
experimental method to inject candidate chemicals into vector insects by using microinjection.  





















Phytoplasma asteris OY-W）の ribosomal protein 
S10 遺伝子 (rpsJ) の塩基配列に基づいてリアルタ
イム PCR 用のプライマーを設計した。（図 1.A）ま
た、ツマグロヨコバイ(Nephotettix cincticeps)、ト





その後 Msef1 の配列に基づいてリアルタイム PCR
用のプライマーを設計した。（図 1.B） 
各々の PCR 増幅産物を pGEM-T easy vector 
(Promega)に挿入し、このプラスミドを標準鋳型
DNA として使用して検量線を作成した。リアルタ






位葉を1% DMSO 溶液、30 µg/ml テトラサイクリン
溶液、30 µg/ml goadsporin 溶液（タンパク質分泌
阻害剤と考えられている）のそれぞれに挿し、0,4,10
日後に葉を回収した。そして、回収したシュンギク
葉から DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN)を用いて







4℃ 3500 rpm 3分遠心分離をかけ、ファイトプ
ラズマを含むヨコバイ体液上澄みを回収した。その









































し た ヨ コ バ イ か ら QIAamp DNA Mini Kit 
(QIAGEN)を用いて DNA 抽出を行い、リアルタイ































ドを用いて作成した検量線を図 1.E に示した。 
検量線の決定係数Ｒ２は 0.981 であった。 
次に図 2 の手法を用いて、薬剤の作用によって変
動するファイトプラズマ細胞数を測定することを
試みた。Goadsporin は DMSO に溶解しているた
め、今回は DMSO をネガティブコントロールとし
た。 






















伝子の定量．(A) rpsJ周辺の遺伝子構成．rpsJ ; 
ribosomal protein S10 遺伝子，rplC ; ribosomal 






























































試みた。ディフェンシンは 0.02 M リン酸バッファ
ーに溶解しているため、リン酸バッファーをネガテ
ィブコントロールとした。 










































数と Msef1 遺伝子 Copy 数を算出した。縦軸は対数
Log10 をとったファイトプラズマ細胞数および
Msef1 遺伝子 Copy 数を示している。 
注射された 32.2 nL 中に含まれる ef1 分子数は























値と標準偏差を示した。それぞれ 4 反復実施 
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